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Combinaisons d'enzvmes pour la destr uction de* rellules proliferatives 

La presente invention conceme le domaine de la therapie genique et cellulaire. 
Elle conceme en particulier des combinaisons d 'enzymes, utilisables pour la 
destruction de cellules, notamment de cellules proliferatives. Elle conceme 
Egalement des vecteurs permettant le transfert et l'expression intracellulaire de 
ces combinaisons d'enzymes, ainsi que leur utilisation therapeutique, en 
particulier en therapie genique anti-cancereuse. 

La therapie genique, qui consiste a introduire dans un organisme ou une cellule 
une information genetique, a connu ces dernieres annees un developpement 
extraordinaire, ^identification de genes impliques dans des pathologies, la mise 
au point de vecteurs d 'administration de genes, le developpement de systemes 
d'expression controles ou tissu-specifiques notamment ont contribue au 
developpement de ces nouvelles approches therapeutiques. Ainsi, au cours des 5 
dernieres annees, de nombreux essais cliniques de therapie genique ou cellulaire 
ont ete entrepris en Europe comme aux Etats-Unis, dans des domaines tels que 
les maladies monogeniques (hemophilie, mucoviscidose), le cancer, les 
pathologies cardiovasculaires ou encore les troubles du systeme nerveux. 

Dans le domaine des pathologies liees a une hyperproliferation cellulaire 
(cancer, restenose, etc), differentes approches ont ete developpees. Certaines 
reposent sur l'utilisation de genes suppresseur de tumeurs (p53, Rb) ( d'autres 
sur l'emploi d'antisens diriges contre des oncogenes (myc, Ras), d'autres encore 
sur l'immunotherapie (administration d'antigenes tumoraux ou de cellules 
immunitaires specifiques, etc). Une autre approche consiste a introduire dans les 
cellules concernees un gene toxique ou suicide capable d'induire la destruction 
des dites cellules. De tels genes sont par exemple des genes susceptibles de 
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sensibiliser les cellules a un agent pharmaceutique. II s'agit generalement de 
genes codant pour des enzymes non mammiferes et non toxiques qui, lorsqu'ils 
sont exprim6s dans des cellules de mammiferes, transforment une prodrogue, 
initialement peu ou pas toxique, en un agent hautement toxique. Un tel 
5 mecanisme d'activation de prodrogues est avantageux a plusieurs titres: il 
permet d'optimiser Tindice therapeutique en ajustant la concentration en 
prodrogue ou l'expression de l'enzyme, d'interrompre la toxicite en 
n'administrant plus la prodrogue et d'evaluer le taux de mortalite. En outre, 
l'utilisation de ces genes suicide offre l'avantage de ne pas etre specifique pour 

10 un type particulier de tumeur, mais d'application generale. Ainsi, les strategies 
basees sur l'utilisation de genes suppresseurs de tumeurs ou d'antisens anti- 
oncogene sont applicables uniquement aux tumeurs presentant une deficience 
dans ledit gene suppresseur ou une surexpression dudit oncogene. De meme, les 
approches basees sur 1'immunotherapie doivent etre developpes patient par 

15 patient, pour tenir compte des restrictions et des competences immunitaires. Au 
contraire, une strategie basee sur l'emploi d'un gene suicide est applicable a tout 
type de tumeur, et, plus generalement, a pratiquement tout type de cellule. 

De nombreux genes suicides sont decrits dans la litterature comme par 
exemple les genes codant pour la cytosine desaminase, la purine nucleoside 
20 phophorylase ou la thymidine kinase comme par exemple les thymidines 
kinases du virus de la varicelle ou du virus de l'herpes simplex de type 1. 

La cytosine desaminase de Escherichia coli est capable de catalyser la 
desamination de la cytosine en uracile. Les cellules qui expriment le gene de E. 
coli sont done capables de convertir la 5-fluorocytosine en 5-fluorouracile, qui 
25 est un metabolite toxique (Mullen et coll. 1992 Proc. Natl. Acad. USA §9 p 33). 
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La purine nucleoside phophorylase de Escherichia coli permet la 
conversion d'analogues non toxiques de deoxyadenosine en analogues d'adenine 
tres toxiques. Comme Tenzyme eucaryote ne presente pas cette activity si les 
cellules mammiferes expriment le gene bacterien les analogues de deoxyadenine 
tels que le e-methyle-purine-Z'-deoxyribo-nucleoside est transforms en produit 
toxique pour ces cellules (Sorscher et coll. 1994 Gene Therapy 1 p233). 

La thymidine kinase du virus de la varicelle permet la 
monophosphorylation du 6-methoxypurine arabinoside. Si les cellules 
mammiferes expriment ce gene viral, ce monophosphate est produit puis 
metabolise par les enzymes cellulaires en un compose toxique (Huber et coll. 
1991 Proc. Nad. Acad. USA 8g p8039). 

Parmi ces genes, le gene codant pour la thymidine kinase (TK) est tout 
particulierement interessant sur le plan therapeutique car, a la difference des 
autres genes suicides, il genere une enzyme capable d'eliminer specifiquement 
les cellules en cours de division, puisque la prodrogue est transformee en un 
produit non diffusible qui inhibe la synthese d'ADN. La thymidine kinase 
virale, et notamment les thymidines kinases du virus de la varicelle ou du virus 
de l'herpes simplex de type 1 ont une specificite de substrat differente de 
l'enzyme cellulaire, et il a ete montre qu'elles etaient la cible d'analogues de 
guanosine tels que 1'acydovir ou le ganciclovir (Moolten 1986 Cancer Res. 46 
P5276). Ainsi, le ganciclovir est phosphoryle en ganciclovir monophosphate 
uniquement quand les cellules mammiferes produisent l'enzyme HSV1-TK, puis 
des kinases cellulaires permettent la metabolisation du ganciclovir 
monophosphate en diphosphate puis triphosphate qui provoque l'arret de la 
synthese d'ADN et conduit a la mort de la cellule (Moolten 1986 Cancer Res. 46 
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p5276 ; Mullen 1994 Pharmac. Ther. 63 pl99). Le meme mecanisme se produit 
avec d'autres thymidine kinases et d'autres analogues de guanosine. 

Par ailleurs, un effet de toxicite propagee (effet "by-stander") a ete 
observe lors de l'utilisation de la TK. Cet effet se manifeste par la destruction 
5 non seulement des cellules ayant incorpore le gene TK, mais egalement des 
cellules avoisinnantes. Le mfecanisme de ce processus peut s'expliquer de trois 
fa? ons : i) la formation de vesicules apoptotiques qui contiennent du ganciclovir 
phosphoryle ou la thymidine kinase, provenant des cellules mortes, puis la 
phagocytose de ces vesicules par les cellules voisines; ii) le passage de 
10 prodrogue metabolisee par la thymidine kinase, par un processus de 
cooperation metabolique des cellules contenant le gene suicide vers les cellules 
ne le contenant pas et/ou iii) une reponse immunitaire liee & la regression de la 
tumeur (Marini et coll. 1995 Gene Therapy J2 p655). 

Pour 1'Homme de Tart, l'utilisation du gene suicide codant pour la 
15 thymidine kinase du virus de 1' herpes est tr&s largement documentee. En 
particulier, les premieres etudes in vivo sur des rats ayant un gliome montrent 
des regressions de tumeur lorsque le g6ne HSV1-TK est exprime et que des 
doses de 150 mg/kg de ganciclovir sont injectees [K. Culver et coll. 1992 Science 
256 pl550]. Toutefois, ces doses sont hautement toxiques chez la souris [T. Osaki 
20 et coll. 1994 Cancer Research 54 p5258] et done totalement proscrites en therapie 
genique chez i'Homme. 

Un certain nombre d'essais therapeutiques sont egalement en cours chez 
l'homme, dans lesquels le gene TK est delivre aux cellules au moyen de 
differents vecteurs tels que notamment des vecteur retroviraux ou adenoviraux. 
25 Dans les essais diniques de therapie genique chez T Homme, ce sont des doses 
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beaucoup plus faibles qui doivent etre administrees, de 1'ordre de 5 mg/kg et 
pour une duree du trait em ent courte (14 jours) (E. Oldfield et coll. 1995 Human 
Gene Therapy 6 p55). Pour des doses plus elevees ou des trait ements plus 
prolonges dans le temps, des effets secondaires indesirables de toxicite sont en 
effet observes. 

Pour remedier a ces inconvenients, il a ete propose de synthetiser des 
derives de la thymidine kinase plus spedfiques ou plus actifs pour phosphoryler 
les analogues de guanosine. Ainsi ont ete decrits des derives obtenus par 
mutagenese dirigee. Toutefois, aucune caracterisation biochimique precise sur 
les enzymes pures n'a ete realisee, aucun test cellulaire utilisant ces mutants n'a 
ete publie et aucune amelioration fonctionnelle n'a ete rapportee (WO95/30007; 
Black et coll., 1993 Biochemistry 32 pi 1618). En outre, l'expression inductible 
d'un gene HSV1-TK, delete de ses 45 premiers codons, a ete realisee dans des 
cellules eucaryotes mais les doses en prodrogue utilisees demeurent 
comparables a celles decrites dans tous les essais de la litterature (B. Salomon et 
coll. 1995 Moi. Cell. Biol. 25 p5322). En consequence, aucun des variants decrits 
jusqu'ici ne presente une activite amelioree a 1'egard de la thymidine ou vis a vis 
du ganciclovir. 

La presente invention propose une methode amelioree de therapie 
genique par gene suicide. La presente invention decrit en particulier une 
methode permettant d'ameliorer l'efficacite de phosphorylation des analogues 
de guanosine par les thymidine kinase et ainsi, d'ameliorer le potentiel 
therapeutique de ce traitement. La presente invention propose notamment une 
methode pour triphosphoryler des analogues de nucleosides tels que le 
ganciclovir ou l'acydovir pour que la triphosphorylation de ces analogues soit 
tres significativement augmentee a des doses de ganciclovir (resp. acyclovir) i) 
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significativement plus faibles ; ii) ou susceptibles de provoquer un effet "by- 
stander" plus prononce ; iii) ou bien ne conduisant pas a une toxicite cellulaire 
qui pourrait se produire lorsque la thymidine kinase sauvage est surexprimee . 

Cette methode peut etre appliquee au cancer, aux maladies 
cardiovasculaires, ou a toute application necessitant la mort de certaines cellules 
telles que des cellules infectees par un virus ; ce virus peut etre un virus de type 
VIH (virus d'immunodeficience humain), CMV (cytomegalovirus) VCR (virus 
respiratoire syncytial). 

La presente invention repose en particulier sur l'utilisation d'une 
combinaison d'enzymes, permettant d'ameliorer in vivo la reaction de 
phosphorylation des analogues de nucleosides. 

Un premier objet de l'invention reside done dans une composition 
comprenant : 

- une enzyme capable de phosphoryler un analogue de nucleoside, pour 
generer un analogue monophosphate, 

- une enzyme capable de phosphoryler ledit analogue monophosphate, 
pour generer un analogue diphosphate, et, 

- une enzyme capable de phosphoryler ledit analogue diphosphate, pour 
generer un analogue triphosphate toxique. 

Plus particulierement, l'enzyme capable de phosphoryler un analogue de 
nucleoside, pour generer un analogue monophosphate est une thymidine kinase, 
l'enzyme capable de phosphoryler ledit analogue monophosphate, pour generer 
un analogue diphosphate est une guanylate kinase et l'enzyme capable de 
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phosphoryler ledit analogue diphosphate pour generer un analogue 
triphosphate est une nucleoside diphosphate kinase. Par ailleurs, les 
compositions selon 1' invention peuvent comprendre, non pas directement 
l'enzyme, mais un acide nucleique codant pour l'enzyme. A cet egard, 
5 Tinvention a egalement pour objet une composition utilisable pour la delivrance 
et la production in vivo d'une combinaison d 'enzymes, comprenant 

. un premier acide nucleique codant pour une enzyme capable de 
phosphoryler un analogue de nucleoside, pour generer un analogue 
monophosphate, 

10 - un deuxieme acide nucleique codant pour une enzyme capable de 

phosphoryler ledit analogue monophosphate, pour generer un analogue 
diphosphate, et, 

- un troisieme acide nucleique codant pour une enzyme capable de 
phosphoryler ledit analogue diphosphate, pour generer un analogue 
15 triphosphate toxique. 

Avantageusement, le premier acide nucleique code pour une thymidine kinase, 
le deuxieme acide nucleique code pour une guanylate kinase et le troisieme 
acide nucleique code pour une nucleoside diphosphate kinase. 

L'analogue de nucleoside est generalement un analogue de guanosine, tel que 
20 par exemple le ganciclovir, l'acyclovir ou le penciclovir. D'autres analogues de 
nucleosides sont par exemple des composes de type trifluorothymidine, l-[2- 
deoxy, 2-fluoro, beta-D-arabino furanosyl]-5-iodouracil, ara-A, 1-beta-D- 
arabinofuranosyl thymidine (araT), 5-6thyi-2'deoxyuridine, iodouridine, AZT, 
AIU, dideoxycytidine, AraC et le bromovinyldesoxyuridine (BVDU). Les 
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analogues prefcres sont le ganciclovir, 1'acyclovir, le pencidovir et le BVDU, de 
preference le ganciclovir et 1'acyclovir. La forme triphosphate est toxique en ce 
sens qu'elle cntraine, directement ou indirectement, la mort cell ul aire. 

Lorsquc les cellules de mammiferes, modifiees pour exprimer la 
5 thymidine kinase (HSV1-TK par exemple), sont mises en presence d'un 
analogue de nucleoside (ganciclovir par exemple), elles deviennent capables 
d'effectuer la phosphorylation du ganciclovir pour conduire au ganciclovir 
monophosphate. Ulterieurement, des kinases cellulaires permettent la 
metabolisation de ce ganciclovir monophosphate sucessivement en diphosphate 

10 puis triphosphate. Le ganciclovir triphosphate ainsi gen6re, produit alors des 
effets toxiques en s'incorporant a l'ADN et inhibe en partie l'ADN polymerase 
alpha cellulairc ce qui provoque l'arret de la synthase d'ADN et done conduit a 
la mort de la cellule. Dans ce mecanisme, i'etape de monophosphorylation de 
1'analogue de nucleoside est consideree comme I'etape limitante. C'est pour cette 

15 raison que differentes approches ont ete decrites dans Tart anterieur pour tenter 
d'ameliorer les proprietes intrinseques de la thymidine kinase (creation de 
mutants de la TK, recherche de systemes d'expression et d'administration plus 
pcrformants, etc). 

La prescnte invention montre maintenant qu'il est possible d'ameliorer 
20 l'efficacite du traitement en administrant, en combinaison avec une thymidine 
kinase, d'autres enzymes impliquees dans la phosphorylation des analogues de 
nucleosides. La presente invention a ainsi pour objet differentes combinaisons 
d'enzymes permettant d'optimiser la reaction intracellulaire de 
triphosphorylation d'analogues de nucleosides. Un autre aspect de la presente 
25 invention concerne des vecteurs permettant 1'introduction et l'expression 
intracellulaire de ces combinaisons d'enzymes. II peut s'agir en particulier de 
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plusieurs vecteurs permettant chacun la production d'une enzyme, ou d'un ou 
plusieurs vecteurs permettant chacun la production de plusieurs enzymes ou de 
toutes les enzymes. La presente invention concerne egalement un precede de 
triphosphorylation d'analogues de nucleosides en presence d'une combinaison 
d 'enzymes, eventuellement produites in situ par expression de genes 
correspondants, ainsi qu'un procede pour la destruction de cellules 
proliferatives. 

La phosphorylation des nucleosides monophosphates en nucleosides 
diphosphates puis triphosphates a ete documentee in vitro. Ces 
phosphorylations sont effectuees en presence i) de lysat d'erythrocytes humains 
dans le cas du ganciclovir (Cheng et coll. 1983 J. Biol. Chem. 258 pl2460) ou ii) 
de preparations enzymatiques de la guanylate kinase et de la nucleoside 
diphosphate kinase d'erythrocytes humains, dans le cas du ganciclovir et de 
l'acyclovir (Miller et coll. 1980 J. Biol. Chem. 255 p720 ; Smee et coll. 1985 
Biochem. Pharmac. 34 pl049). Bien que la phosphorylation des nucleosides 
monophosphates en diphosphates puis triphosphates ait ete mise en evidence 
dans les cellules mammiferes, ces conversions ne semblent pas totales avec le 
ganciclovir monophosphate ou l'acyclovir monophosphate (Agbaria et coll. 1994 
Mol. Pharmacol. 45 p777; Caruso et coll. 1995 Virology 206 p495; Salomon et coll. 
1995 Mol. Cell. Biol. 15 p5322). 

La presente demande decrit maintenant des compositions permettant 
d'ameliorer l'efficacite therapeutique d'un thymidine kinase in vivo. 

La premiere enzyme utilisee dans les compositions et methodes selon 
l'invention, capable de phosphoryler un analogue de nucleoside pour generer 
un analogue monophosphate, est avantageusement une thymidine kinase non 
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mammifere. II s'agit preferentiellement d'une thymidine kinase d'origine virale, 
et en particulier herpetique. Par mi les thymidine kinases herpetiques on peut 
mentionner notamment la thymidine kinase du virus de l'herpes simplex de 
type 1 (HSV1-TK), la thymidine kinase du virus de l'herpes simplex de type 2 
5 (HSV2-TK), la thymidine kinase du virus de la varieelle (VZV-TK), la thymidine 
kinase du virus d'Eppstein Barr (EBV-TKJ, ou encore la thymidine kinase de 
virus herpetiques d'origine bovine (Mittal et al., J. Virol 70 (1989) 2901), equine 
Robertson et al., NAR 16 (1988) 11303), feline (Nunberg et al., J.Virol. 63 (1989) 
3240) ou simienne (Otsuka et al., Virology 135 (1984) 316). 

10 La sequence du gene codant pour l'enzyme thymidine kinase du virus de 

l'herpes simplex de type 1 a ete decrite dans la litterature (voir notamment 
McKnight 1980 Nucl. Acids Res. 8. p5931). II en existe des variants naturels 
conduisant a des proteines ayant une activite enzymatique comparable sur la 
thymidine, ou le ganciclovir (M. Michael et coll. 1995 Biochem. Biophys. Res. 

15 Commun 209 p966). La sequence du gene codant pour l'enzyme thymidine 
kinase du virus de l'herpes simplex de type 2 a egalement ete decrite (Swain et 
al., J. Virol. 46 (1983) 1045). 

La thymidine kinase utilisee dans la presente invention peut etre une 
thymidine kinase native (la forme naturelle de l'enzyme ou un de ses variants 

20 naturels), ou une forme derivee, c'est a dire resultant de modification(s) 
structurale(s) de la forme native. Comme indique ci-avant, differents mutants ou 
derives ont ete decrits dans la litterature. Bien que leurs proprietes intrinseques 
ne semblent pas significativement modifiees, ces molecules peuvent etre 
utilisees dans le cadre de la presente invention. II s'agit par exemple de mutants 

25 possedant une modification proche de la region DRH du site d'interaction d'un 
nucleoside (WO95/30007). La region DRH correspond aux residus aspartique, 
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arginine et histidine aux positions 163, 164 et 165 de la TK. Ces trois positions 
sont tres conservees entre les TK herpetiques. Differents mutants ont ete decrits 
sur les positions 160-162 et 168-170 (WO95/30007). D'autres variant artificiels 
possedent une modification au niveau du site de liaison de l'ATP (FR96 01603). 
Par ailleurs, d'autres derives de TK peuvent etre prepares selon les techniques 
dassiques de la biologie moleculaire, et utilises dans les combinaisons de 
l'invention. Ces mutants peuvent etre prepares par exemple par mutagenese sur 
un acide nudeique codant pour une thymidine kinase native, de preference 
herpetique, ou un de ses variants. De nombreuses methodes permettant de 
realiser la mutagenese dirigee ou au hasard sont connues de l'homme de l'art et 
on peut dter la mutagenese dirigee par PCR ou par oligonucleotide, la 
mutagenese au hasard in vitro par des agents chimiques comme par exemple 
I'hydroylamine ou in vivo dans des souches de E. opH. mutatrices (Miller "A 
short course in bacterial genetics", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, N.Y., 1992). Les sequences ainsi mutees sont alors exprimees dans un 
systeme cellulaire ou acellulaire et le produit d'expression est teste pour la 
presence d'une activite de type thymidine kinase, dans les conditions decrites 
notamrnent dans les exemples. Toute enzyme resultant de ce procede, ayant la 
capadte de phosphoryler un analogue de nudeoside, pour generer un analogue 
monophosphate, peut etre utilisee dans la presente invention. 

Preferentiellement, on utilise dans le cadre de la presente invention une 
TK issue de la thymidine kinase du virus de 1'herpes simplex de type 1 (HSV1- 
TK) ou un adde nudeique codant correspondant II s'agit plus particulierement 
de la HSV1-TK ou un de ses variants, tels que les variants naturels ou les 
variants artifidels. Parmi les variants artifidels, on peut dter plus 
particulierement les variants P155A/F161V et F161I (Biochemistry 32 (1993) 
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p.11618), le variant A168S (Prot. Engin. 7 (1994) p.83) ou les variants possedant 
une modification au niveau du site de liaison de l'ATP tel que le variant M60I. 
Encore plus preferentiellement, on utilise un acide nudeique codant pour la 
thymidine kinase du virus de l'herpes simplex de type 1 (HSV1-TK). 

5 La deuxieme enzyme utilisee dans les compositions et methodes selon 

l'invention, capable de phosphoryler un analogue de nucleoside 
monophosphate pour generer un analogue diphosphate, est avantageusement 
une guanylate kinase. La guanylate kinase (GMPK) a ete purifiee a partir de 
differents organismes (homme, rat, boeuf, levure). Le gene codant pour la 

10 GMPK a ete done egalement dans differents types cellulaires, et notamment 
dans la levure Saccharomvces cerevisae. gene GUK1 (M. Konrad 1992 J. Biol. 
Chem. 267 p25652). A partir de ce gene, 1'enzyme GMPK de 20 kDa a egalement 
ete purifiee. Le gene de la GMPK, designe emk. a egalement ete isole et 
surexprime chez Escherichia coli (D. Gentry et coll. 1993 J. Biol. Chem. 268 

15 pl4316). Cette enzyme est differente de 1'enzyme de S. cerevisae en terme de 
cooperativite et d'oligomerisation, alors que les sequences presentent de fortes 
regions d'identite 46,2% sur 182 residus. La sequence A11042, identifiee comme 
codant pour un facteur ayant une activite de potentialite de croissance de 
cellules hematopoeitiques (EP0274560), presente 51,9% d'identite sur 180 residus 

20 avec le gene GUK1 de ^ cerevisae. et semble constituer l'homologue humain de 
la GMPK, bien qu'aucune donnee biochimique n'ait ete publiee. 

La troisieme enzyme utilisee dans les compositions et methodes selon 
l'invention, capable de phosphoryler un analogue de nudeoside diphosphate 
pour generer un analogue triphosphate, est avantageusement une nudeoside 
25 diphosphate kinase. La nudeoside diphosphate kinase (NDPK) est une enzyme 
a large specif icite de subtrat et a ete purifiee a partir de sources tres variees (M. 
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Inouye et coll. 1991 Gene 105 p31). Pour divers organismes (Myxococcus 
xanthus, Drosophila melanogaster, Dictyostelium discoideum, rat, boeuf, 
homme, E. coli et S. cerevisae ) le gene codant pour la NDPK a ete done et les 
enzymes correspondantes sont tres homologues (K. Watanabe et coll. 1993 Gene 
29 pl41). Neanmoins seules les enzymes des eucaryotes superieurs possedent 
une sequence "leucine zipper". Les genes humains decrits codant pour une 
activite NDPK sont en particulier nm23-Hl et nm23-H2 . II est suggere que le 
gene nm23-H2 code pour une proteine bifonctionnelle avec deux fonctions 
independantes qui sont activite NDPK et facteur de transcription (E. Postel et 
coll. 1994 J. Biol. Chem. 269 p8627). Le gene YNK de S. cerevisae n'est pas un 
gene essentiel pour la levure et code pour la NDPK qui est probablement une 
proteine tetramerique dont le poids moleculaire des monomeres est de 19 kDa 
(A. Jong et coll. 1991 Arch. Biochem. Biophys. 291 p241). 

Les sequences nucleiques codant pour la GMPK ou la NDPK utilisees dans 
le cadre de l'invention peuvent etre d origine humaine, animale, virale, synthetique 
ou semi-synthetique. 

D'une maniere generale, les sequences nucleiques de l'invention peuvent etre 
preparees selon toute technique connue de l'homme du metier. A titre illustratif de 
ces techniques on peut notamment mentionner: 

- la syn these chimique, en utilisant les sequences decrites dans la litterature 
et par exemple un synthetiseur d'acides nucleiques, 

- le criblage de banques au moyen de sondes specifiques, notamment telles 
que decrites dans la litterature, ou encore 
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- les techniques mixtes induant la modification chimique (elongation, 
deletion, substitution, etc) de sequences criblees a partir de banques. 

Avantageusement, les sequences nudeiques utilisees dans le cadre de 
Invention sont des sequences d'ADNc ou d'ADNg. Les sequences d'ADNc sont 
des sequences depourvues d'introns, obtenues a partir d'ARN. Les sequences 
d'ADNg sont des regions de chromosome. Chez les eucaryotes, elles comprennent 
un ou plusieurs introns. Les sequences d'ADNg utilisees dans le cadre de 
l'invention peuvent comprendre tout ou partie des introns presents dans le gene 
natural, ou un ou plusieurs introns artificiellement introduits dans un ADNc pour 
augmenter par exemple l'efficadte d'expression dans les cellules mammiferes. Us 
addes nudeiques peuvent coder pour les enzymes natives ou pour des variants ou 
derives presentant une activite de meme type. Ces addes nudeiques analogues 
peuvent etre obtenus par les techniques dassiques de la biologie moleculaire, bien 
connues de I'homme du metier. II peut s'agir de mutagenese, dirigee ou non, 
d'hybridation a partir de banques, de deletion ou d'insertion, de la construction de 
molecules hybrides, etc. Generalement, les modification portent sur moins de 20% 
des bases de l'adde nucleique. La fonctionnalite des addes nudeiques analogues est 
determinee comme decrit dans les exemples par dosage de 1'activite enzymatique 
du produit d'expression. 

Une composition particuliere au sens de l'invention comprend un 
premier adde nudeique codant pour une thymidine kinase et un second adde 
nucleique codant pour une nudeoside diphosphate kinase. Dans ce mode de 
realisation, la nudeoside diphosphate kinase est preferentiellement d'origine 
eucaryote non-humaine. On entend par enzyme non-humaine une enzyme non 
presente naturellement dans les cellules humaines. II peut s'agir d'une enzyme 
virale, animale, ou issue d'un organisme eucaryote inferieur (tel qu'une levure). 
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II peut egalement s'agir d'un derive non naturel d'une enzyme humaine, 
presentant une ou plusieurs modifications structurales. Plus preferentiellement, 
elle la NDPK utilisee dans la presente invention est choisie parmi la NDPK de 
levure ou de boeuf. Ces compositions peuvent en outre comprendre un acide 
5 nucleique codant pour une guanylate kinase, comme par exemple une guanylate 
kinase de levure. 

Une autre composition particuliere au sens de l'invention comprend un 
premier acide nucleique codant pour une thymidine kinase et un second acide 
nucleique codant pour une guanylate kinase non humaine. La GMPK non- 
10 humaine peut etre choisie parmi les GMPK de rat, de beouf, de levure, de 
bacterie, ou des derives de celles-ci. Preferentiellement, la GMPK est issue d'un 
eucaryote inferieur, notamment de levure. 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux, la nucleoside 
diphosphate kinase utilisee dans le cadre de la presente invention est d'origine 

15 eucaryote ou animale. Encore plus preferentiellement, il s'agit d'une nucleoside 
diphosphate kinase de levure ou de boeuf. La demanderesse a en effet mis en 
evidence que, de maniere surprenante, la nucleoside diphosphate kinase de 
levure, et notamment de Saccharomvces cerevisae ou celle de boeuf, 
permettaient de phosphoryler des analogues de nucleosides diphosphates, fcels 

20 que le ganciclovir diphosphate ou 1'acyclovir diphosphate, en nucleosides 
triphosphates. En outre, les resultats presentes dans les exemples montrent 
dairement que ces enzymes possedent sur ces substrats une activite tres 
superieure a l'enzyme humaine. Ainsi, en presence de 0,675 ng d'enzyme 
humaine, le pourcentage de GCV triphosphate obtenu est de 1,5%, alors qu'en 

25 presence de 0,75 ng d'enzyme de levure, il est de 82.9%. De meme, en presence 
de 6,75 jig d'enzyme humaine, le pourcentage de GCV triphosphate obtenu est 
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de 24%. alors qu'en presence de 1,5 ug d'enzyme de levure, il est de 91.1% et en 
presence dc 5 ug d'enzyme de boeuf, il est de 92 %. Les memes resultats sont 
obtenus avec un autre analogue de nucleoside, 1'acydovir. Ainsi, en presence de 
6,75 M g d'enzyme humaine, le pourcentage d'ACV triphosphate obtenu est 
inferieur a 0.4%, alors qu'en presence de 1,5 ug d'enzyme de levure, il est de 8%, 
en presence dc 15 ug d'enzyme de levure, il est de 81% et en presence de 5 ug 
d'enzyme de boeuf, il est de 1.3%. Ces resultats mettent clairement en evidence 
l'avantage d'utiliser, dans les combinaisons selon l'invention, une nucleoside 
diphosphate kinase de levure ou de boeuf. Ces resultats montrent egalement que 
la premiere ctape de phosphorylation de l'analogue en monophosphate n'est pas 
forcemcnt l'etape limitante du processus et que 1'utilisation d'une combinaison 
d'enzymes scion l'invention permet d'augmenter le potentiel therapeutique du 
traitement. 

Par ailleurs, la demanderesse a egalement montre que la guanylate kinase 
de levure, ct notamment de Saccharomvcre cerevisae. permettait egalement de 
phosphoryler des analogues de nucleosides monophosphates, tels que le 
ganciclovir monophosphate ou l'acydovir monophosphate, en nucleosides 
diphosphates avec une bonne activite. Ainsi, en presence de 2,5 ug d'enzyme de 
levure, le pourcentage de GCV diphosphate obtenu peut depasser 92% et en 
presence dc 74 ug d'enzyme de levure, le pourcentage d'ACV diphosphate 
obtenu est de 54%. De plus, les resultats presentes montrent que la guanylate 
kinase de levure presente une vitesse de phosphorylation du GCVMP 2 fois 
superieurc a l'cnzyme humaine. De meme, son affinite pour le GCVMP est 
superieurc d un facteur au moins egal a 2 a l'affinite que presente l'enzyme 
humaine pour ce substrat. Au total, la valeur du Vmax/Km de l'enzyme de 
levure pour 1c GCVMP est 4,4 fois superieure a la valeur que presente l'enzyme 
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humaine. Pour l'ACVMP, la valeur du Vmax/Km de 1'enzyme de levure est 7 a 
9 f ois superieure a la valeur que presente 1'enzyme humaine pour ce substrat. 

La demanderesse a aussi mis en evidence qu'un couplage de ces deux enzymes 
non-humaines avec une thymidine kinase, par exemple la thymidine kinase du 
virus de herpes de type I permettait de phosphoryler des analogues de 
nucleosides tels que le ganciclovir ou l'acydovir en derives triphosphates, avec 
une efficacite tres importante. 

Selon un mode de realisation prefere, les compositions de l'invention 
comprennent des sequences codant pour la guanylate kinase (EC-2.7.4.8) et/ou 
la nucleoside diphosphate kinase (EC-2.7.4.6) de levure. Plus preferentiellement, 
il s'agit des enzymes de la levure S_. cerevisae. Ces sequences sont utilisees 
simultanement avec une sequence fHSVl-TK) codant pour la thymidine kinase 
du virus de 1'herpes simplex de type 1 (EC-2.7.1.21) pour permettre de 
triphosphoryler les analogues de nucleosides tels que le ganciclovir ou 
Tacyclovir. 

Comme indique ci-avant, les compositions selon l'invention peuvent 
comprendre une combinaison d'enzymes ou d'addes nudeiques permettant la 
production in vivo des enzymes. II s'agit avantageusement d'addes nudeiques 
Ce mode de mise en oeuvre est prefere puisqu'il permet une production in vivo 
de niveaux superieurs d'enzymes et ainsi un effet therapeutique plus important. 

Selon un premier mode de realisation, dans les composition de Invention, les 
addes nudeiques sont portes par un meme vecteur d'expression. Ce mode de 
realisation est particulierement avantageux car il suffit d'introduire un seul 
vecteur dans une cellule mammifere pour obtenir 1'effet therapeutique 
recherche. Dans ce mode de realisation, les differents addes nudeiques peuvent 
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constituer trois cassettes d'expression distinctes au sein du meme vecteur 
d'expression. Ainsi, les differents acides nudeiques peuvent chacun etre place 
sous le controle d'un promoteur transcriptionnel, d'un terminateur 
transcriptionnel et de signaux de traduction distincts. II est egalement possible 
d'inserer plusieurs acides nudeiques sous forme d'un polydstron dont 
1 'expression est dirigee par un seul promoteur et un seul terminateur 
transcriptionnels. Ceci peut etre realise notamment par 1'utilisation de sequences 
IRES ("Internal Ribosome Entry Site") positionnees entre les sequences 
nudeiques. A cet egard, les vecteurs d'expression de l'invention peuvent 
comprendre une unite bidstronique dirigeant l'expression de deux addes 
nudeiques, et eventuellement un adde nudeique separe codant pour la 
troisieme enzyme. Les vecteurs de l'invention peuvent egalement comprendre 
une unite tridstronique dirigeant l'expression des trois addes nudeiques. Ces 
differents modes de realisation sont illustres dans les exemples. 

Des vecteurs d'expression preferes au sens de l'invention sont notamment: 

- Un vecteur comprenant: 

. un premier adde nudeique codant pour une thymidine kinase, et, 

. un deuxieme adde nudeique codant pour une guanylate kinase non- 
humaine. II s'agit preferentiellement d'une guanylate kinase de levure. 

- Un vecteur comprenant: 

. un premier adde nudeique codant pour une thymidine kinase, et, 

. un deuxieme adde nudeique codant pour une nudeoside diphosphate 
kinase. II s'agit preferentiellement d'une nucleoside diphosphate kinase 
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eucaryote non-humaine. Plus preferentielement, il s'agit d'une NDPK d'origine 
bovine ou levure. 

Avantageusement, ce vecteur comprend en outre un acide nudeique cod ant 
pour une guanylate kinase. 

5 La thymidine kinase utilisee dans les vecteurs de I'invention est 
avantageusement une thymidine kinase d'origine virale, notamment herpetique. 
II s'agit preferentiellement d'une thymidine kinase issue de la TK du virus HSV- 
1 ou HSV-2. 

Comme indique d-avant, dans les vecteurs selon I'invention, les differents 
10 acides nudeiques peuvent etre places sous le controle de promoteurs disctincts, 
ou constituer une unite polydstronique sous le controle d'un promo teur unique. 
A cet egard, comme indique ci-avant, les enzymes peuvent egalement etre 
produites sous forme couplees, les differents addes nudeiques 6tant couples 
pour produire une proteine portant les differentes activites enzymatiques. En 
15 particulier, un mode de realisation particulier des vecteurs selon I'invention est 
caracteris6 en ce que l'acide nudeique codant pour la thymidine kinase d'origine 
virale et l'acide nudeique codant pour la guanylate kinase non-humaine sont 
couples et codent pour une proteine portant 3 la fois les activites TK et GUK. 
Selon une autre variante, dans les vecteurs de I'invention, l'adde nudeique 
20 codant pour la thymidine kinase d'origine virale et l'acide nudeique codant 
pour la nudeoside diphosphate kinase sont couples et codent pour une proteine 
portant £ la fois les activites TK et NDPK. A titre illustratif, le couplage entre les 
enzymes est realise au moyen d'un linker peptidique, par exemple de structure 
(G 4 S) n . 
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Selon un autre mode de realisation, dans les composition de l'invention, les 
acides nucleiques sont portes par plusieurs vecteurs d'expression. 

Comme indique ci-apres, les vecteurs d'expression peuvent etre d'origine 
plasmidique ou virale. S'agisant de vecteurs d'origine virale, il s'agit 
5 avantageusement de retrovirus ou d'adenovirus. 

Differents promoteurs peuvent etre utilises dans le cadre de l'invention. II s'agit 
de sequences permettant I'expression d'un acide nucleique dans une cellule 
mammifere. Le promoteur est avantageusement choisi parmi les promoteurs 
fonctionneis dans les cellules humaines. Plus preferentiellement, il s'agit d'un 

10 promoteur permettant I'expression d'une sequence d'acide nucleique dans une 
cellule hyperproliferative (cancereuse, restenose, etc). A cet egard, differents 
promoteurs peuvent etre utilises. II peut s'agir par exemple du propre 
promoteur du gene considere (TK, GMPK, NDPK). II peut 6galement s'agir de 
regions d'origine differente (responsables de I'expression d'autres proteines, ou 

15 meme synthetiques). II peut ainsi s'agir de tout promoteur ou sequence derivee 
stimulant ou reprimant la transcription d'un gdne de fagon specif ique ou non, 
inductible ou non, forte ou faible. On peut citer notamment les sequences 
promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de 
sequences promotrices issues du genome de la cellule able. Parmi les 

20 promoteurs eucaryotes, on peut utiliser en particulier de promoteurs 
ubiquitaires (promoteur des genes HPRT, PGK, a-actine, tubuline, DHFR etc), 
de promoteurs des filaments intermediates (promoteur des genes GFAP, 
desmine, vimentine, neurofilaments, keratine, etc), de promoteurs de genes 
therapeutiques (par exemple le promoteur des genes MDR, CFTR, Facteur VIII, 

25 ApoAI, etc), de promoteurs specif iques de tissus (promoteur du gene pyruvate 
kinase, villine, proteine intestinale de liaison des acides gras, alpha-actine du 
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muscle iisse, etc), des promoteurs cellules specifiques de type cellules en 
division comme les cellules cancereuses ou encore de promoteurs repondant a 
un stimulus (recepteur des hormones steroides, recepteur de 1'acide r^tinolque, 
recepteur de glucocorticoi'des, etc) ou dits inductibles. De meme, il peut s'agir de 
5 sequences promotrices issues du genome d'un virus, tel que par exemple les 
promoteurs des g6nes El A et MLP d'adenovirus, le promoteur pr6coce du CMV, 
ou encore le promoteur du LTR du RSV, etc. En outre, ces regions promotrices 
peuvent Stre modifies par addition de sequences d'activation, de regulation, pu 
permettant une expression tissu-specifique ou majoritaire. 

10 Un autre objet de 1' invention concerne un produit comprenant une combinaison 
d'enzymes capables de triphosphoryler un analogue de guanosine, et ledit 
analogue de guanosine, en vue d'une administration simultan6e, separee, ou 
etaiee dans le temps. 

L'inveintion concerne egalement une composition pour la production in vivo 
d'un analogue de nucleoside triphosphate toxique comprenant, conditionnes 
separement ou ensemble : 

- un analogue de nucleoside 

- un acide nucleique codant pour une thymidine kinase 

- un acide nucleique codant pour une guanylate kinase, et, 

- un acide nucleique codant pour une nucleoside diphosphate kinase. 

L' invention a encore pour objet une composition comprenant une combinaison 
d'enzymes impliquees dans la phosphorylation de nucleosides, eventuellement 
generees in situ par expression de sequences nucleiques, l'une au moins de ces 
enzymes etant d'origine eucaryote non-humaine. La combinaison d'enzyme 
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comprend notamment une TK et une NDPK; une TK et une GMPK ou une TK, 
line GMPK et une NDPK. 

La presente invention concerne encore une methode pour la destruction de 
cellules proliferatives comprenant l'administration auxdites cellules d'une 
combinaison d' enzymes comprenant une TK et une NDPK. Preferentiellement, 
la combinaison comprend en outre une guanylate kinase. L'invention concerne 
egalement une methode pour la destruction de cellules proliferatives 
comprenant l'administration auxdites cellules d'une combinaison d'enzymes 
comprenant une TK et une GMPK. 

Selon cette methode, les cellules sont mises en contact avec un analogue de 
nucleoside, de preference un analogue de guanosine, qui est converti dans les 
cellules exprimant la combinaison d'enzymes en un compose toxique. 

Selon l'invention, les enzymes peuvent etre administrees aux cellules par 
administration d'acides nucleiques codant pour lesdites enzymes. 

L'invention reside egalement dans l'utilisation de la nucleoside diphosphate 
kinase ou d'un acide nudeique codant pour celle-ci, en combinaison avec une 
thymidine kinase ou un acide nudeique codant pour une thymidine kinase, 
pour la preparation d'une compositioon pharmaceutique destinee a la 
destruction des cellules proliferatives. 

L'invention concerne encore un precede de ^phosphorylation d'un analogue de 
nucleoside comprenant la mise en presence dudit analogue avec une 
combinaison d'enzymes, l'une au moins d'entre elles etant d'origine eucaryote 
non-humaine. 
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La presente invention fournit maintenant de nouveaux agents therapeutiques 
permettant d'interferer avec de nombreux dysfonctionnements cellulaires. Dans 
ce but, les acides nucleiques ou cassettes selon l'invention peuvent &tre injectes 
tels quels au niveau du site a traiter, ou incubes directement avec les cellules d 
5 detruire ou traiter. II a en effet 6te decrit que les acides nucleiques nus pouvaient 
pfenetrer dans les cellules sans vecteur particulier. Neanmoins, on prefere dans 
le cadre de la presente invention utiliser un vecteur d'administration, permettant 
d'ameliorer (i) l'efficacite de la penetration cellulaire, (ii) le ciblage (iii) la 
stabilite extra- et intracellulaires, Dans un mode de mise en oeuvre 
10 particuli&rement prefere de la presente invention, les sequences nucleiques sont 
incorporees dans un vecteur de transfert Le vecteur utilise peut etre d'origine 
chimique, plasmidique ou virale. 

Par vecteur chimique, on entend couvrir au sens de l'invention, tout agent non 
viral capable de promouvoir le transfert et l'expression de sequences nucl&ques 

15 dans des cellules eucaryotes. Ces vecteurs chimiques ou biochimiques, 
synthetiques ou naturels, representent une alternative interessante aux virus 
naturels en particulier pour des raisons de commodite, de securite et egalement 
par Tabsence de limite theorique en ce qui concerne la taille de l'ADN a 
transfecter. Ces vecteurs synthetiques ont deux fonctions principales, compacter 

20 l'acide nucleique a transfecter et promouvoir sa fixation cellulaire ainsi que son 
passage a travers la membrane plasmique et, le cas echeant, les deux membranes 
nucleaires. Pour pallier d. la nature polyanionique des acides nucleiques, les 
vecteurs non viraux possedent tous des charges polycationiques. A titre 
reprfesentatif de ce type de techniques de transfection non virales, actuellement 

25 developpees pour Tintroduction d f une information genetique, on peut ainsi 
mentionner celles impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran 
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(Pagano ct al., J.Virol. 1 (1967) 891), d'ADN et de prolines nucleates (Kaneda et 
al., Science 243 (1989) 375), d'ADN et de lipides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 
7413), l cmploi de liposomes (Fraley et al., J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431), etc 

L'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de genes est apparu comme 
une alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A cet 
egard, differents virus ont ete testes pour leur capadte a infecter certaines 
populations cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc), le 
virus HS V, les virus adeno-associes, et les adenovirus. 

L'acidc nuclcique ou le vecteur utilise dans la presente invention peut etre 
formule en vue d'administrations par voie topique, orale, parenterale, intranasale, 
intra veincuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. De 
preference, la sequence nucleique ou le vecteur est utilise sous une forme 
injectable. II peut done etre melange a tout vehicule pharmaceutiquement 
acceptable pour une formulation injectable, notamment pour une injection directe 
au niveau du site a traiter. II peut s'agir en particulier de solutions steriles, 
isotoniques. ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution 
de solutes injcctables. Une injection directe de la sequence d'acides nudeiques 
dans la tumcur du patient est interessante car elle permet de concentrer l'effet 
thcrapeutique au niveau des tissus affectes. Les doses en sequences nudeiques 
utilisees peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et 
notamment en fonction du vecteur, du mode d'administration utilise, de la 
pathologic conccrnee ou encore de la duree du traitement recherchee. 

L'invention concerne egalement toute composition pharmaceutique 
comprcnant une combinaison d'enzymes telle que definie ci-avant 
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Elle concerne egalement toute composition pharmaceutique comprenant au 
moins un vecteur tel que defini ci-avanL 

Elle concerne aussi l'utilisation d'une NDPK d'origine levure ou d'une 
GMPK d'origine levure pour la phosphorylation in vivo d'analogues de 
nucleosides. 

En raison de leurs proprietes antiproliferatives, les compositions 
pharmaceutiques selon l'invention sont tout particulierement adaptees pour le 
traitement des desordres hyperproliferatifs, tels que notamment les cancers et la 
restenose. La presente invention fournit ainsi une methode particulierement 
efficace pour la destruction de cellules, notamment de cellules hyperproliferatives. 
Elle est ainsi applicable a la destruction des cellules tumorales ou des cellules de 
muscle lisse de la paroi vasculaire (restenose). Elle est tout particulierement 
appropriee au traitement des cancers. A titre d'exemple, on peut citer les 
adenocarcinomas du colon, les cancers de la thyroide, les carcinomes du poumon, 
les leucemies myeloldes, les cancers colorectaux, les cancers du sein, les cancers 
du poumon, les cancers gastriques, les cancers de l oesophage, les lymphdmes B, 
les cancers ovariens, les cancers de la vessie, les glioblastomes, les 
hepatocarcinomes, les cancers des os, de la peau, du pancreas ou encore les 
cancers du rein et de la prostate, les cancers de 1'oesophage, les cancers du larynx, 
les cancers tete et ecu, les cancers ano-genitaux HPV positifs, les cancers du 
nasopharynx EBV positifs, etc 

Elle peut etre utilisee in vitro ou ex vivo. Ex vivo, elle consiste 
essentiellement a incuber les cellules en presence d'une sequence nudeique (ou 
d'un vecteur, ou cassette ou directement du derive). In vivo, elle consiste a 
administrer a 1'organisme une quantite active d'un vecteur (ou d'une cassette) 
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selon 1'invention, de preference directement au niveau du site 3 traiter (tumeur 
notamment), prealablement, simultanement et/ou apres l'injection de la 
prodrogue consideree c'est £ dire le ganciclovir ou un analogue nucleoside. A cet 
egard, Tinvention a egalement pour objet une mfethode de destruction de cellules 
5 hyperproliferatives comprenant la mise en contact desdites cellules ou d'une 
partie d'entre-elles avec une combinaison d ; enzymes ou de sequences nucleiques 
telles que definies ci-avant, en presence d'un analogue de nucleoside. 

La presente invention sera plus complement decrite £ Taide des exemples et 
figures qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
10 limitatifs. 

LEGENDE DES FIGURES: 

Figure 1 : Representation schematique du vecteur pcDNA3-TK 
Figure 2 : Representation schematique du vecteur pXL2854 
Figure 3 : Representation schematique du vecteur pXL2967 
15 Figure 4 : Representation schematique du vecteur pXL3081 

Figure 5 : Mise en evidence de 1'expression des proteines GMPK et NDPK 
Figure 6 : Representation schematique du vecteur pXL3098 

Tableau 1 : Constantes cinetiques des GMPK de levure et d' erythrocytes humaine 
sur le GCVMP et l'ACVMP. Valeurs pubiees: [D.F.Smee et al. (1985) 

20 Biochem.Pharmacol 34:1049-1056] a ; [R. E. Boehme (1984) /. Biol. Chem. 259:12346- 

12349] [W. H. Miller and R. L. Miller (1980) /. Biol Chem. 255:7204-7207]^ 
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Tableau 2 : Couplage TK-GMPK-NDPK : % des produits formes 
MATERIEIS FT METHODES 
Abreviations 
ACV : acyclovir 
5 GCV : ganciclovir 

GMPK : guanylate kinase 

HSV1-TK : thymidine kinase du virus de l'herpes simplex de type 1. 
NDPK : nucleoside diphosphate kinase 
Techniques generates de biolo gie moleculaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique 
en gradient de chlorure de cesium, l'electrophorese sur gels d'agarose ou 
d'acrylamide, la purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction 
de proteines au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanol ou de l'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli sont bien 
connues de 1'homme de metier et sont abondamment decrites dans la litterature 
(Sambrook et coll. "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; Ausubel et coll. "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987). 
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Les plasmides de type pUC et les phages de la serie M13 sont d'origine 
commerciale (Bethesda Research Laboratories), les plasmides pBSK ou pBKS 
proviennent de Stratagen. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
PCR [Polymerase-catalyzed Chain Reaction] peut etre effectuee en utilisant un 
"DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les recommandations du 
fabricant. 

L'electroporation d'ADN plasmidique dans des cellules de E. coji peut-etre 
realisee a l'aide d'un electroporateur (Bio-Rad) selon les recommandations du 
fournisseur. 

La verification des sequences nudeotidiques peut etre effectuee par la 
methode developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463- 
5467] en utilisant le kit distribue par Amersham ou celui distribue par Applied 
Biosystems. 

EXEMPLE l - Construction des vecteurs d'expression des combinaisons 
d'enzymes 

Cet exemple decrit differentes methodes pour la construction de vecteurs 
d'expression et de transfert des sequences nucleiques de Tinvention in vitro ou in 
vivo. 

1.1 - Construction de vecteurs plasmidiques 

Pour la construction de vecteurs plasmidiques, differents types de vecteurs 
d'expression peuvent etre utilises. 2 types de vecteurs sont plus particulierement 
prefer es : 
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- Le vecteur pSV2, decrit dans DNA Cloning, A practical approach Vol 2 

D.M. Glover (Ed) IRL Press, Oxford, Washington DC, 1985. Ce vecteur est un 

vecteur depression eucaryote. Les acides nudeiques codant pour les combinaisons 

d'enzymes de Invention peuvent etre inseres dans ce vecteur aux sites Hpal- 

5 EcoRV. lis sont ainsi places sous le controle du promoteur de 1'enhancer du virus 
SV40. 

- Le vecteur pCDNA3 (Invitrogen). II s'agit egalement dun vecteur 
depression eucaryote. Les sequences nudeiques codant pour les enzymes ou les 
combinaisons d'enzymes de Invention sont placees, dans ce vecteur, sous le 

D controle du promoteur precoce du CMV. 

1.2 - Construction de vecteurs viraux 

Selon un mode particulier, Invention reside dans la construction et l'utilisation de 
vecteurs viraux permettan. le transfer, et Impression in vivo des acides nudeiques 

tels que definis ci-avant 

Sagissantplus particulierement d'adenovirus. different* serotypes, dont la structure 
et les proprietes varient quelque peu, ont ete caracterises. Farm, ces serotypes on 
prefere utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus humains de 
type 2 ou S (Ad 2 ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animate (voir demande 
WD94/26914). Parmi !es adenovirus d'origine animale utilisabies dans le cadre de 
la present* invention on peut citer les adenovirus d'origine <*nine. bovine, murine 
(exemple : Mavl, Beard et al., Virology 75 (1990) 81). ovine, porcine, aviaire ou 
encore simienne (exemple : SAV). De preference. ladenovirus d'origine animale est 
un adenovirus canin, plus preferentiellement un adenovirus CAV2- (souche 
manhattan ou A26/6! (ATCC VR-800, par exemple). De preference, on uti.ise dans 
le cadre de 1'invention des adenovirus d origine humaine ou ou ^ 



WO 97/35024 



30 



PCT/FR97/00436 



10 



Preferentiellement, les adenovirus defectifs de l'invention comprenent les ITR, une 
sequence permettant l'encapsidation et un acide nucleique selon l'invention. Encore 
plus preferentiellement, dans le genome des adenovirus de l'invention, la region El 
au moins est non fonctionnelle. Le gene viral considers peut etre rendu non 
fonctionnel par toute technique connue de 1'homme du metier, et notamment par 
suppression totale, substitution, deletion partielle, ou addition d'une ou plusieurs 
bases dans le ou les genes consideres. De telles modifications peuvent etre obtenues 
in vitro (sur de l'ADN isole) ou in situ, par exemple, au moyens des techniques du 
genie genetique, ou encore par traitement au moyen d'agents mutagenes. D'autres 
regions peuvent egalement etre modifiees, et notamment la region E3 
(WO95/02697), E2 (W094/28938), E4 (W094/28152, W094/ 12649, WO95/02697) et 
L5 (WO95/02697). Selon un mode prefere de mise en oeuvre, l'adenovirus selon 
l'invention comprend une deletion dans les regions El et E4. Selon un autre mode 
de realisation prefere, il comprend une deletion dans region El au niveau de 
15 laquelle sont inseres la region E4 et la sequence nucleique de l'invention (Cf FR94 
13355). Dans les virus de l'invention, la deletion dans la region El s'etend 
preferentiellement des nucleotides 455 a 3329 sur la sequence de l'adenovirus Ad5. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon l'invention peuvent etre prepares par 
toute technique connue de 1'homme du metier (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195, 

20 EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils peuvent etre 
prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant 
entre autre une sequence nucleique ou une combinaison de sequences nucleiques de 
l'invention. La recombinaison homologue se produit apres co-transfection desdits 
adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire 

25 utilisee doit de preference (i) etre transformable par lesdits elements, et (ii), 
comporter les sequences capables de complementer la partie du genome de 
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l'adenovirus defectif, de preference sous forme integree pour eviter les risques de 
recombinaison. A titre d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de rein 
embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui contient 
notamment, integree dans son genome, la partie gauche du genome d'un 
adenovirus Ad5 (12 %) ou des lignees capables de complementer les fonctions El et 
E4 telles que decrites notamment dans les demandes n° WO 94/26914 et 
WO95/02697 ou dans Yeh et al., J. Virol. 70 (1996) 559. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon les 
techniques classiques de biologie moleculaire, comme illustre dans les exemples. 

Concernant les virus adeno-associes (AAV), il s'agit de virus a ADN de taille 
relativement reduite, qui s'integrent dans le genome des cellules qu'ils infectent, de 
maniere stable et site-specifique. lis sont capables d'infecter un large spectre de 
cellules, sans induire d'effet sur la croissance, la morphologie ou la differenciation 
cellulaires. Par ailleurs, ils ne semblent pas impliques dans des pathologies chez 
l'homme. Le genome des AAV a ete clone, sequence et caracterise. 11 comprend 
environ 4700 bases, et contient a chaque extremite une region repetee inversee (1TR) 
de 145 bases environ, servant d'origine de replication pour le virus. Le reste du 
genome est divise en 2 regions essentielles portant les fonctions d'encapsidation : la 
partie gauche du genome, qui contient le gene rep implique dans la replication 
virale et l'expression des genes viraux; la partie droite du genome, qui contient le 
gene cap codant pour les proteines de capside du virus. 

L'utilisation de vecteurs derives des AAV pour le transfert de genes in vitro et in 
vivo a ete decrite dans la litterature (voir notamment WO 91/18088; WO 93/09239; 
US 4,797,368, US5,139,941, EP 488 528). Ces demandes decrivent differentes 
constructions derivees des AAV, dans lesquelles les genes rep et/ou cap sont 
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deletes et rcmplaces par un gdne d'interet, et leur utilisation pour transferer in vitro 
(sur cellules en culture) ou in vivo (directement dans un organisme) ledit gene 
d'interct. Les AAV recombinants defectifs selon 1'invention peuvent 6tre prepares 
par co-transfcction r dans un lignee cellulaire infectee par un virus auxiliaire humain 
5 (par excmplc un adenovirus), d'un plasmide contenant une sequence nucleique ou 
une combinaison de sequences nucleiques de I'invention bordee de deux regions 
repetees inversees (ITR) d'AAV, et d'un plasmide portant les genes d'encapsidation 
(genes rep et cap) d'AAV. Une lignee cellulaire utilisable est par exemple la lignee 
293. D'autres systemes de production sont decrits par exemple dans les demandes 
10 W095/14771; W095/13365; W095/13392 ou WO95/06743. Les AAV recombinants 
produits sont ensuite purifies par des techniques dassiques. 

Concernant les virus de l'herpes et les retrovirus, la construction de vecteurs 
recombinants a ete largement decrite dans la litterature : voir notamment Breakfield 
et al., New Biologist 3 (1991) 203; EP 453242, EP178220, Bernstein et al. Genet Eng. 7 

15 (1985) 235; McCormick, BioTechnology 3 (1985) 689, etc. En particulier, les 
retrovirus sont des virus integratifs, infectant s61ectivement les cellules en division. 
Us constituent done des vecteurs d'intferet pour des applications cancer. Le genome 
des retrovirus comprend essentiellement deux LTR, une sequence d'encapsidation 
et trois regions codantes (gag, pol et env). Dans les vecteurs recombinants derives 

20 des retrovirus, les genes gag, pol et env sont generalement deletes, en tout ou en 
partie, et remplaces par une sequence d'acide nucleique heterologue d'interct. Ces 
vecteurs peuvent etre realises & partir de differents types de retrovirus tels que 
notamment lc MoMuLV ("murine Moloney leukemia virus"; encore designe 
MoMLV), lc MSV ("murine Moloney sarcoma virus"), ie HaSV ( M Harvey sarcoma 

25 virus "); le SNV ("spleen necrosis virus"); le RSV ("Rous sarcoma virus") ou encore le 
virus de Friend. 
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Pour construire des retrovirus recombinants selon invention comportant une 
sequence nudeique nudeique ou une combinaison de sequences nudeiques selon 
l'invention, un plasmide comportant notamment les LTR, la sequence 
d'encapsidation et ladite sequence nudeique est construit, puis utilise pour 
transfecter une lignee cellulaire dite d'encapsidation, capable d'ap porter en trans les 
fonctions retrovirales defidentes dans le plasmide. Generalement, les lignees 
d'encapsidation sont done capables d'exprimer les genes gag, pol et env. De telles 
lignees d'encapsidation ont ete decrites dans l'art anterieur, et notamment la lignee 
PA317 (US4,861,719); la lignee PsiCRIP (WO90/02806) et la lignee GP+envAm-12 
(WO89/07150). Par ailleurs, les retrovirus recombinants peuvent comporter des 
modifications au niveau des LTR pour supprimer 1'activite transcriptionnelle, ainsi 
que des sequences d'encapsidation etendues, comportant une partie du gene gag 
(Bender et al., J. Virol. 61 (1987) 1639). Les retrovirus recombinants produits sont 
ensuite purifies par des techniques classiques. 

Pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est tout particulierement 
avantageux d'utiliser un adenovirus ou un retrovirus recombinant defectif. Ces 
vecteurs possedent en effet des proprietes particulierement interessantes pour le 
transfert de genes suiddes dans les cellules tumorales. 

1.3 - Vecteurs chimiques 

Les addes nudeiques ou les vecteurs d'expression plasmidiques decrits dans cet 
exemple (1.1) et dans l'exemple 2 peuvent etre administres tels quels in vivo ou ex 
vivo. II a en effet ete montre que les addes nudeiques nus pouvaient transfecter les 
cellules. Cependant, pour ameliorer l'efficadte de transfert, on prefere utiliser dans 
le cadre de l'invention un vecteur de transfert. II peut s'agir d'un vecteur viral 
(exemple 1.2.) ou d'un agent de transfection synthetique. 
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Parmi les vecteurs syntheuques developpes, on prefere utiliser dans le cadre de 
l'invention les polymeres cationiques de type polylysine, (LKLK)n, (LKKL)n, 
(PCT/FR/00098) polyethylene imine (WO96/02655) et DEAE dextran ou encore les 
lipides cationiques ou lipofectants. lis possedent la propriete de condenser l'ADN et 
5 de promouvoir son association avec la membrane cellulaire. Parmi ces demiers, on 
peut citer les lipopolyamines (lipofectamine, transfectam, etc) differents lipides 
cationiques ou neutres {DOTMA, DOGS, DOPE, etc) ainsi que des peptides 
d'origine nucleaire. En outre, le concept de la transfection ciblee a ete developpe, 
mediee par un recepteur, qui met a profit le principe de condenser l'ADN grace au 

10 polymere cationique tout en dirigeant la fixation du complexe a la membrane grace 
a un couplage chimique entre le polymere cationique et le ligand d'un recepteur 
membranaire, present a la surface du type cellulaire que l'on veut greffer. Le ciblage 
du recepteur a la transferrine, a 1'insuline ou du recepteur des asialoglycoproteines 
des hepatocytes a ainsi ete decrit. La preparation d'un composition selon l'invention 

15 utilisant un tel vecteur chimique est realisee selon toute technique connue de 
l'homme du metier, generalement par simple mise en contact des differents 
composants. 

EXEMPLE 2 - qonage tie HS V^-TK et/ou d e la g uanvlate kinase et/ou d* la 
nucleoside dinhosphokinase dans un vecteur d'expression cucary otg 

20 Cet exemple decrit un mode particulier de realisation de l'invention, utilisant un 
systeme de vecteur d'expression plasmidique pour produire in situ les 
combinaisons d'enzymes de l'invention. 

L'expression de genes procaryotes ou eucaryotes dans les cellules mammiferes est 
connue de l'homme du metier. Pour optimiser cette expression, les vecteurs de 
25 l'invention decrit ci-apres component les signaux suivants i) un 
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promoteur/enhanceur tel que le promoteur CMV qui est bien exprime dans les 
cellules humaines; ii) une sequence de Kozak, dont le consensus est 
(G/A)NNAUG(G/A); iii) le gene a exprimer; suivi iv) d'une sequence de 
polyadenylation (V. Chisholm 1995 DNA cloning Vol.4, ed. D. Glover et B. Hames 
pi). De telles constructions sont possibles a l'aide de vecteurs commerciaux tels que 
les vecteurs pZeoSV, pcDNA3... et ont ete realisees avec les genes codant pour 
HSV1-TK, GMPK et NDK de cerevisae . 

2.1 - Vecteur d'expression de HSV1-TK 

Le gene HSV1-TK codant pour la thymidine kinase du virus de 1'herpes simplex de 
type 1, issu du plasmide pHSV-106 (Gibco-BRL) a ete done dans le vecteur 
d'expression eucaryote pcDNA3 (Invitrogen). Ce plasmide pcDNA3-TK de 6936 bp 
a ete construit en introduisant l'insert EcoRI-Notl de 1,5 kb provenant de pBTKl 
entre les sites ££qRI et £JQtI du pcDNA3, voir figurel. Le plasmide pBTKl a ete 
obtenue de la maniere suivante : Apres avoir rendu les extremites tranches, l'insert 
BglH-NcoI de 1,5 kb provenant de pHSV-106 et contenant le gene HSV1-TK, dont la 
sequence est publiee par McKnight 1980 Nud. Acids Res. 8 p5931, a ete done au site 
Sma l du pBSK. 

L'insert du plasmide pcDNA3-TK contient i) 60 bp en amont du gene HSV1-TK 
comprenant la sequence Kozak (CGTATGG), ii) la sequence du gene (1,13 kb) qui 
est identique a celle publiee par McKnight 1980 Nucl. Adds Res. 8 p5931, iii) la 
sequence 3' au gene (0,3 kb) qui est decrite aussi par McKnight. 

2.2 - Vecteur d'expression de la guanylate kinase 

Le gene GVK1 de 561 pb codant pour la guanylate kinase de £• cerevisae issu de 
pGUK-1 (voir exemple 3), a ete done dans le vecteur d'expression eucaryote 
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pcDNA3 (Invitrogen) apres avoir introduit un consensus Kozak. Ce plasmide 
pXL2854 a ete obtenu de la facon suivante. L'insert Xba l -Bam HI du pGUK-1 
contenant le gene GUK1 a ete done dans le plasmide pSL301 (Invitrogen) entre les 
sites Xbal-BamHI de telle sorte que le gene GUK1 peut alors etre excise par les 
5 enzymes Hindlll et fiamHI et etre done entre les sites Hindlll et Bam HI du 
pcDNA3 pour generer un plasmide pcDNA3-GUKl. Entre les sites Hin dlll et PflMI 
de ce plasmide est done un fragment HindlH-PflMI de 150 bp contenant un 
consensus Kozak et la region 5' de GUK1 pour former le plasmide pXL2854 de 6(301 
pb voir figure 2. Le fragment Hindlll-PfJMI de 150 bp a ete isole a partir d'un 

10 fragment de 280 bp amplifies par PCR a l'aide du plasmide pGUK-1 et des 
oligonudeotides sens 6915 5'(GAG AAG CTT GCC ATG GCC CGT CCT ATC GTA 
A)3' (SEQ ID n. 1) et antisens 6916 5' (GAG GAT CCG TTT GAC GGA AGC GAC 
AGT A)3' (SEQ ID n.2), l'hybridation ayant lieu a 45°C (le consensus Kozak etant 
souligne sur I'oligonudeotide 6915). La sequence nudeique amplifiee par PCR a ete 

15 sequencee et presente deux differences par rapport a la sequence publiee (M. 
Konrad 1992 J. Biol. Chem. 267 p25652) correspondant aux changements S2A (Serine 
en position 2 remplacee par une alanine) et V34A (Valine en position 34 remplacee 
par une alanine). 

2.3 - Vecteur d'expression de la nucleoside diphosphokinase 

20 Le gene YNK codant pour la nudeoside diphosphokinase de S. cerevisae. issu du 
plasmide pADl-YNK (K. Watanabe et coll. 1993 Gene 29 pl41), a ete done dans le 
vecteur d'expression eucaryote pcDNA3 (Invitrogen) apres avoir introduit un 
consensus Kozak. Ce plasmide pXL2967 a ete obtenu de la facon suivante. Une 
amplification par PCR a ete effectuee avec le plasmide pADl-YNK pour matrice et 

25 les oligonucleotides sens 7017 5' (AAG GAT CC A CCA TGG CTA GTC AAA CAG 
AAA)3' (SEQ ID n. 3.) et antisens 7038 5' (AAG AAT TCA GAT CTT CAT TCA TAA 
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ATC CA)3' (SEQ ID n. 4) a la temperature d'hybridation de 40°C (le consensus 
Kozak etant souligne sur l'oligonucleotide 7017). Le fragment amplifie de 477 bp est 
digere par BamHI et EcoRI puis done entre les sites Bam HI et EcoRI du pcDNA3 
pour generer le plasmide pXL2967 de 5861 pb, voir figure 3. La sequence du 
fragment amplifie par PCR est la meme que celle publiee pour le gene YNK sauf a 
la position 4 ce qui correspond a un changement S2A S2A (Serine en position 2 
remplacee par une alanine) pour la proteine NDPK (K. Watanabe et coll. 1993 Gene 
29 pl41). 

2.4 - Vecteur pour la co-expression de 2 genes 

La coexpression de genes peut etre realisee de plusieurs facons connues de 1'homme 
du metier. Une mode de mise en oeuvre prefere consiste a introduire, entre les 
sequences a exprimer, des sites internes d'entree des ribosomes, sequences IRES 
(Mountford etal., TIG 11 (1995) 179). 

Une sequence IRES et le gene YNK sont introduits en 3' du gene GUK1 done 
dans pcDNA3 pour generer un vecteur permettant la co-expression de GUK1 et 
YNK, sous forme d'une unite bicistronique (vecteur pGUKl-YNK). Plus 
predsement, la sequence de TIRES (internal ribosome entry site) de I'EMCV 
(encephalomyocartis virus) provenant du plasmide pCITE (Novagen) a ete 
redonee par PCR entre des sites EcoRI et Ncol et introduite aux sites Eop.RI et 
EcoRV du plasmide pBluescript (Stratagene) pour generer le plasmide pXL3065. 
Le fragment NcoI-EcoRV de 477 bp contenant le gene YNK issu du plasmide 
pXL2967 est done entre les sites Ncol et EcoRV du pXL3065 pour former le 
plasmide pXL3079. Le fragment Bam HI-EcoRV de 1 kb contenant l'IRES et le 
gene YNK du plasmide pXL3079 est alors done entre les sites BamHI et EcoRV 
du plasmide pXL2854 pour generer le plasmide pXL3081. Ce plasmide contient 
les promoteurs CMV et T7 en amont du gene GUK1 codant pour la guanylate 
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kinase de S. cerevisae lui meme suivi par 1'IRES et le gene YNK codant pour la 
nucleoside diphosphokinase de S. cerevisae voir figure 4. L'expression des 
proteines GMPK et NDPK a ete testee a l'aide des plasmides pXL2854, pXL2%7 
et pXL3081 dans un systeme de transcription/ traduction de reticulocytes 
5 provenant de Promega, voir figure 5 . Les resultats obtenus montrent que les 
proteines GMPK et NDPK sont coexprimees avec le plasmide pXL3081. 

La meme approche est utilisee pour generer un vecteur coexprimant la TK et la 
YNK (vecteur pTK-YNK). ou la TK et la GUK1 (vecteur pTK-GUKl). 

2.5 - Vecteur pour la co-expression de 3 genes 

10 La sequence codant pour la TK est inseree dans le vecteur pGUKl-YNK de 
l'exemple 2.4 ci-dessus pour generer un vecteur capable d'exprimer les 3 activites 
enzymatiques (vecteur pTK-GUKl-YNK). 

2.6 - Vecteur pour l'expression d une fusion HSVl-TK/S.cerevisiae GMPK 

La construction de proteine fusion est bien connue de l'homme de l'art et 
15 se realise par la creation d'un linker peptidique entre la partie C-terminale d'une 
proteine et la partie N-terminale de l'autre proteine (1989 Nature 339 p394). Une 
telle proteine permet la co-localisation cellulaire des enzymes et peut aussi 
favoriser le "tunnelage" de substrat (Ljungcrantz et coll. 1989 Biochemistry 28 
p8786). 

20 Une proteine fusion a ete realisee en reliant a l'aide du linker -{Gly)4-Ser- 

(Gly}4-Ser-(Gly)4 (SEQ ID n° 9) la sequence C-terminale de la HSV1-TK 
(Asn376) et la sequence N-terminale de la GMPK de S. cerevisiae (Ser2). Le 
plasmide pXL3098 permettant la production de cette proteine fusion a ete 
construit de la faoon suivante. La sequence 3' du gene HSV1-TK (positions 1108 
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a 1128) a ete clonee par hybridation des oligonucleotides sens 5'(CCG GGA GAT 
GGG GGA GGC TAA CGG AGG TGG CGG TTC TGG TGG CGG AGG CTC 
CG)3' (SEQ ID n° 5) et antisens 5'(GAT CCG GAG CCT CCG CCA CCA GAA 
CCG CCA CCT CCG TTA GCC TCC CCC ATC TC)3' (SEQ ID n° 6), de telle 
sorte que le codon Asn du gene HSV1-TK (position 1128 bp) est suivi des codons 
codant pour les acides amines ((Gly)4Ser)2Gly. Le fragment de 58 bp est ainsi 
done entre les sites >CmaI et BamHI du pNEB193 (Biolabs) pour generer le 
plasmide pTKL+. La sequence 5' du gene GUK1 de £. cerevisiae est amplifiee 
par PCR a 1'aide de la matrice pXL2854 et des oligonucleotides sens 5'(GAG 
AAT TCC GGA GGC GGT GGC TCC CGT CCT ATC GTA)3' (SEQ ID n° 7) et 
antisens 5'(GAG GAT CCG TTT GAC GGA AGC GAC AGT A)3' (SEQ ID n° 8), 
de telle sorte que le codon Ser a la position 2 de la GMPK est precede des codons 
(Gly)3Ser. Ce fragment de 0,27 kb est clone entre les sites Bam HI et EcoRI du 
pUC19 (Biolabs) pour former un plasmide qui est alors coupe par PflM I et 
lajnHl afin d' y introduire le fragment PflMI-BarnHI de 0,44 kb du pXL2854 
contenant la sequence 3' de GUKl,et generer le plasmide pGUKL-. Le fragment 
B§pEI-)QjaJ de 0,58 kb du pGUKL- est insere entre les sites BspE I et £bal du 
pTKL+ pour creer pTKLGUK. L'insert )^I-BamHI de 0,63 kb du pTKLGUK 
est alors clone entre les sites Xmal et BamHI du vecteur d'expression pETlla, 
pour former le plasmide P XL3098, voir figure 6. Ce plasmide est alors introduit 
dans la souche BL21 DE3met- et conduit a la production de la proteine TK- 
((Gly)4Ser)3-GMPK. 

La proteine fusion est alors purifiee jusqu'a homogeneite et les 
parametres cinetiques de phosphorylation du GCV et de l'ACV de cette enzyme 
sont compares aux parametres cinetiques obtenus avec les proteines HSV1-TK et 
GMPK de S. cerevisiae . 
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2.7 - Transfert et expression in vivo 

Les vectcurs dccrits dans les exemples 2.1 a 2.6 sont utilises pour le transfert et 
l'expression in vivo de combinaisons d'enzymes selon l'invention. Dans ce but, 
differentes compositions comprenant lesdits vecteurs sont preparees : 

- une composition comprenant le vecteur pcDNA3-TK, le vecteur pXL2854 et la 

Li po fee tannine, 

- une composition comprenant le vecteur pcDNA3-TK, le vecteur pXL2967et la 

Lipofectamine, 

- unc composition comprenant le vecteur pcDNA3-TK, le vecteur pXL2854, le 
vecteur pXL2967 et la Lipofectamine 

- une composition comprenant le vecteur pTK-GUKl et la Lipofectamine, 
eventuellement en combinaison avec le vecteur pXL2967, 

- une composition comprenant le vecteur pTK-YNK et la Lipofectamine, 
eventuellement en combinaison avec le vecteur pXL2854, et, 

- une composition comprenant le vecteur pTK-GUKl-YNK et la Lipofectamine 

La Lipofectamine peut etre remplacee par un autre vecteur chimique tel que decrit 
dans l'cxemplc 1.3. 

Ces differentes compositions sont utilis6es in vivo ou ex vivo pour le transfert et 
l'expression intracellulaires de combinaisons d'enzymes selon l'invention. Elles 
pcuvent cgalemcnt etre utilisees sur cultures cellulaires, et par exemple sur cultures 
de cellules do fibroblastes NIH3T3 ou de cellules de carcinome humain du colon, 
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HCT116. Apres transfert des vecteurs, I'analogue de nucleoside est administre et la 
destruction cellulaire est mise en evidence. 

EXEMPLE 3 - Purification de la guanv late ^naffft 

Les extraits acellulaires des souches de E. coH surexprimant la GMPK de S. 
cer ^ visae peuvent etre prepares de di verses facons, parmi lesquelles on peut cater, 
la lyse au lysozyme en presence d'EDTA, l utilisation d'appareils de broyage de 
type Menton-Golin, French Press, X-Press, ou Taction des ultrasons. Plus 
particulierement, les extraits acellulaires des souches de E. coli surexprimant la 
GMPK de S. cerevisae ont ete prepares de la facon suivante : 

La souche de E. coH BL21 (DE3) pGUK-1 est cultivee comme cela est decrit par M. 
Konrad dans J. Biol. Chem. 26Z p25652 en 1992. Apres centrifugation (5000 x g ; 
20min), les cellules obtenues a partir de 1 1 de culture sont resuspendues dans 20 ml 
de tampon Tris/HCl 20mM pH 7.5, contenant ImM EDTA et soniquees durant 4 
min a 4°C Apres centrifigation (50 000 x g ; lh) le surnageant est injecte sur une 
colonne MONO Q HR 10/10 (Pharmacia) equilibree dans le tampon Tris/HCl 20 
mM pH 7.5. Les proteines sont eluees avec un gradient lineaire de 0 a 500 mM NaCl 
dans le tampon Tris/HCl 20mM pH 7.5. Les fractions contenant lactivite GMPK 
sont regroupees et concentrees, puis chroma tographiees sur une colonne de 
Superdex 75 HR16/10 (Pharmacia) eluee par du tampon Tris/HCl 50mM pH 7.5, 
150 mM NaCl. Les fractions contenant l'activite GuK sont regroupees. Apres cette 
etape la preparation presente une seule bande visible en SDS-PAGE, apres 
revelation au Bleu de Coomassie, et cette bande migre avec un poids moleculaire 
apparent de 21 000 environ. 

L'activite de la GMPK est dassiquement dosee en utilisant un protocole de dosage 
decrit dans la litterature, Agarwal et coll. 1978 Meth. Enzymol. vol.LI p 483. 
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EXEMPLE 4 - Determination des constantes cinetiques de la guanylate kinase de 
S. cerevisae. 

Les constantes cinetiques de la GMP kinase de levure purifiee comme d6crit & 
l'exemple 3 sont determinees dans les conditions de dosage enzymatique suivantes: 

5 La GMP kinase de levure est incubee durant 10 min & 30°C dans 100 pi de tampon 
Tris/HCl 50 mM pH 7,8 contenant 4 mM ATP, 10 mM Mg C12, 100 mM KCi, 1 
mg/ml BSA (albumine bovine serique) et 5-100 pM [8-3H]GCVMP (40 nCi/nmol) 
ou 200-3200 pM [8-3HJACVMP (40 nCi/nmol). La reaction est stoppee par 
chauffage du melange reactionnel durant 3 min a 80°C, 50 pi de tampon 10 mM 
10 phosphate de potassium pH 3,5 sont ajoutes, et apres centrifugation durant 2 min a 
10 000 x g , 100 pi de surnageant sont analyses par chromatographic liquide haute 
pression (CLHP) dans le systeme suivant: 

Phase stationnaire: Partisphfcre SAX (WHATMAN) - diam&xe des particules : 5pm 
- Dimensions : 4,6 x 125 mm. 

15 Phase mobile: 

Tampon A: KH2PO4 0,01 M pH3,5 (ajuste a l'aide de H3PO4 concentre) 
Tampon B: KH2PO4 0,75 M pH3,5 (ajuste a l'aide de H3PO4 concentre) 
Dfihifc lml/min 
Gradient: 



Minute 


%A 


%B 


0 


100 


0 
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Detection: 
UV: 265 nm 

Radiochimique: detection du tritium 

debit du scintillant (Optisafe 1 de Berthold) lml/min 

5 our le calcul des constantes cinetiques, la quantite de GMP kinase de levure 
introduite dans la reaction enzymatique est ajustee de facon a transformer au 
maximum 10% du substrat introduit au depart. Les courbes de Michaelis sont 
ajustees aux points experimental a l'aide du logiciel Grafit (Sigma). Les resultats 
sont presentes dans le Tableau 1. lis montrent que la GMP kinase de levure est 

10 capable de phosphoryler le GCVMP et 1'ACVMP. De plus, elle presente une vitesse 
de phosphorylation du GCVMP 2 fois superieure a l'enzyme humaine. De meme, 
son affinite pour le GCVMP est superieure d'un facteur au moins egal a 2 a 1'affinite 
que presente l'enzyme humaine pour ce substrat. Au total, la valeur du Vmax/Km 
de l'enzyme de levure pour le GCVMP est 4,4 fois superieure a la valeur que 

15 presente l'enzyme humaine. Pour des substrats entrant en competition, la constante 
Vmax/Km determine la specificite de l'enzyme vis a vis de ces substrats. Elle est 
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connue sous le nom de * specificity constant " [A. Fersht, Enzyme Structure and 
Mechanism, 1985, W. H. Freeman an Co., London], 

De la meme maniere, la GMP kinase de levure presente un capacite a phosphoryler 
l'ACVMP trds superieure a I'enzyme humaine. La valeur du Vmax/Km de 
5 1'enzyme de levure pour l'ACVMP est 7 a 9 fois superieure a la valeur que presente 
1'enzyme humaine pour ce substrat. 

EXEMPLE 5 - Couplage des acfcivite enzvmatigug* T^, GMPK et NDK : 

Dans un mode preferentiel de couplage, l'incubation est effectuee dans 100 pi de 
tampon Tris/HCI 50mM pH 7,8, contenant lmg/ml de BSA (albumine serique 
10 bovine), 5mM ATP, 4mM MgC12, 12mM KC1, 2mM DTT, 600pM EDTA, lOOpM [8- 
3H]-GCV (40nCi/nmoI) ou lOOpM [2-3H]-ACV 40nCi/nmol et differentes quantites 
de TK, GuK et NDPK (Cf Tableau 2). Les NDPK de 3 organismes ont ete utilisees 
(enzymes commercialisees par SIGMA), comme indique dans le tableau 2. 

Le couplage des enzymes HSV1-TK et GMPK de S. cerevisae permet une 
15 phosphorylation & 90% du ganciclovir en ganciclovir diphosphate. Et la nucleoside 
diphosphokinase de levure de boulanger, c'est-^-dire de S. cerevisae. couplee aux 
enzymes HSV1-TK et GMPK r permet la phosphorylation en ganciclovir 
triphosphate avec une meilleure activite que ne le permet la nucleoside 
diphosphokinase humaine d'erythrocytes. Des resultats comparables sont obtenus 
20 avec 1'acyclovir. Ces resultats demontrent clairement (a) que la combinaison 
d'enzymes selon l'invention apporte une amelioration significative de la 
phosphorylation, indiquant que la seule modification de la TK ne pourrait suffire 
pour ameliorer les proprietes du systeme, (b) que le systeme de l'invention permet 
d'augmenter 1'efficacite de traitement par gene suicide TK (c) que certaines 
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enzymes non-humaines possedent une meilleure activite pour les analogues de 
nucleosides, rendant leur utilisation particulierement avantageuse. 

EXEMPLE 6 - Purification de la proteine do fus i on HSV1-TK/ S.cerevisiaeGMPK 

Les extraits acellulaires des souches de E. coH surexprimant la proteine de fusion 
peuvent etre prepares de diverses facon, parmi lesquelles on peut citer, la lyse au 
lysozyme en presence d'EDTA, l'utilisation d'appareils de broyage de type Menton- 
Golin, French Press, X-Press, ou Taction des ultrasons. Plus particulierement, les 
extraits acellulaires des souches de E. coH surexprimant la proteine de fusion ont ete 
prepares de la facon suivante: 

La souche de £. ooH BL21 DE3 pXL3098 est cultivee en milieu LB. Apres 
centrifugation (5000xg;20min), les cellules obtenues a partir de 11 de culture sont 
resuspendues dans 20ml de tampon A:Tris/HCl 50mM pH 7.8, contenant DTT 
5mM, MgCl 2 4mM, Glycerol 10% (v/v), Benzamidine 2mM, E64 50ul/l (solution a 
100ug/l N-[N-(L-3-*rflns-carboxyoxiran-2-carbonyl)-L-leucyl]-4-aminobutylgua 
nidine, Pefabloc 0,2mM, STI (Soybeam trypsin inhibitor), Leupeptin 2mg/ml, et 
soniquees durant 4min a 4°C. Apres centrifigation (50000xg; lh) le sumageant est 
injecte sur une colonne MONO Q HR 10/10 (Pharmacia) equilibree dans le tampon 
A. Les proteines sont eluees avec un gradient lineaire de 0 a 400 mM NaCl dans le 
tamponTris/HCl 20mM pH 7.5. Les fractions contenant l'activite TK et GMPK sont 
regroupees et concentrees puis chromatographiees sur une colonne de Superdex 200 
HILoad 26/60 (Pharmacia) eluee par du tampon A contenant 150mM de NaCl.Les 
fractions contenant l'activite TK et GMPK sont regroupees. A cette etape la 
preparation presente une seule bande visible en SDS-PAGE, apres revelation au 
Bleu de Coomassie, et cette bande migre avec un poids moleculaire apparent de 
61000 environ. 
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EXEMPLE 7 - Etude de phosphorylation par la fusion HSV1-TK/GMPK 

Cet exemple decrit une etude des parametres cinetiques de phosphorylation du 
GCV et de l'ACV de la fusion, comparee aux parametres cinetiques obtenus avec les 
proteines HSV1-TK et GMPK de S. cerevisiae . 

5 7.1. Dosage de l'activite TK 

L'activite de la TK est dosee comme suit: un extrait enzymatique contenant environ 
0,1 unite de TK est incube durant 15min a 37°C dans lOOpl de tampon Tris/HCl 50 
mm pH 7,8 contenant lmg/ml de BSA (albumine bovine serique), 5mM ATP, 4mM 
MgCI2, 12mM Kd. 2mM DTT, 600uM EDTA et lOOpM de GCV + [8-3HJ-GCV 
10 40nCi/nmol. La reaction est arretee par l'ajout de lOpl de tampon Tris/HCl 50mM 
pH 7,8 contenant ImM de thymidine non radioactive. Les especes phosphorylees 
sont fixees sur une colonne de DEAE sephadex (400pl de gel) puis, apres lavage de 
la colonne, ces especes sont eluees par 2ml d'HCl 1M. La radioactivite dans 
l'echantillon est ensuite comptee par scintillation liquide. 

15 7.2. Dosage de l'activite GMPK 

L'activite de la GMPK est dassiquement dosee en utilisant un protocole de dosage 
decrit dans la litterature, K.C.Agarwal et al. (Methods In Enzymology (1978) Vol. LI 
483-490). 

7.3. Dosage de l'activite de la proteine de fusion et de la co-incubation des enzymes 
20 TK et GMPK 

La capacite de la proteine de fusion TK-GMPK a transformer le GCV ou l'ACV en 
GCVDP ou ACVDP par rapport a un melange synthetique de TK et de GMPK est 
determinee de la facon suivante: 
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L'incubation a lieu dans 200ul de tampon Tris/HCl 50mM pH 7.8 contenant 
lmg/ml de BSA (serum albumine bovine), 5mM ATP, 4mM MgC12, 12m MKC1, 
2mM DTT, 600uM EDTA, 1 alOOuM de GCV+I8-3HJGCV (40nCi/nmol) ou 1 a 
lOOpM d'ACV+[2-3H] ACV 40nCi/nmol et de differentes quantites de TK, GMPK et 
5 les quantites equivalentes en proteine de fusion. La reaction est arretee en chauffant 
3min a 80°C, apres centrifugation lOOpl d'incubat sont analyses dans le systeme 
suivant: 

Phase stationnaire: Partisphere SAX (WHATMAN) - diametre des particules : 5pm. 
Dimensions : 4,6 x 125 mm. 
10 Phase mobile: 

Tampon A: KH2PO4 0,01 M pH3,5 (ajuste a l'aide de H3PO4 concentre) 
Tampon B: KH2PO4 0,75 M pH3,5 (ajuste a l'aide de H3PO4 concentre) 

Debit: lml/min 
Gradient: 
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Detection: 

UV: 265 nm 

Radiochimique: detection du tritium 

debit du scintillant (Optisafe 1 de Berthold) lml/min 

Le couplage et la combinaison des enzymes HSV1-TK et GMPK de S. cerevisiae 
permettent la phosphorylation du ganciclovir en ganciclovir diphosphate (voir 
tableau 3). Des resultats comparables sont obtenus avec l'acyclovir (voir tableau 3). 

Ces resultats montrent clairement que la proline de fusion TK-GMPK conserve les 
proprietes des deux enzymes originales. De plus, suivant les conditions operatoires, 
la proteine dc fusion TK-GMPK apporte une amelioration significative de la 
phosphorylation a) allant jusqu'a un facteur 1,8, pour le GCV b) allant jusqu'A'un 
facteur 1,2 pour l'ACV par rapport a la coincubation des enzymes TK sauvage et 
GMPK. 

La proteine dc fusion permet in vivo une colocalisation des activites enzymatiques 
dans la cellule, les enzymes separees se repartissant , dans le noyau pour l'HSVl-TK 
ct dans lc cytosol pour la GMPK. Cette construction permet done d'augmenter 
I'efficacite de traitements par gene suicide. 

L'cnscmblc dc ccs resultats demontre clairement 1'interet therapeutique de la 
prescntc invention, permettant a la fois de diminuer les doses de nucleoside et 
d'enzymes et d'obtenir un benefice pharmacologique important 
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LISTE DE SEQUENCES 



( 1 ) INFORMATIONS GENERATES : 



(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER S.A. 

(B) RUE; 20, Avenue Raymond Aron 

(C) VILLE: ANTONY 
<E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE : 01.55.71.70-36 

(H) TELECOPIE: (01.55.71.72.91 

(ii) TITRE DE L 1 INVENTION; COMBINAISONS D 1 ENZYMES POUR LA 
DESTRUCTION DE CELLULES PROLIFERATIVES 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 9 



(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEMS D ' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lin£aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 1: 
GAGAAGCTTG CCATGGCCCG TCCTATCGTA A 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE; SEQ ID NO: 2: 
GAGGATCCGT TTGACGGAAG CGACAGTA 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
5 (A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

10 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
AAGGATCCAC CATGGCTAGT CAAACAGAAA 30 



15 



25 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 
20 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



Cii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

. (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
AAGAATTCAG ATCTTCATTC ATAAATCCA 29 



30 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 53 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

35 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
40 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

CCGGGAGATG GGGGAGGCTA ACGGAGGTGG CGGTTCTGGT GGCGGAGGCT CCG 53 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 6: 

45 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 53 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
50 (D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
GATCCGGAGC CTCCGCCACC AGAACCGCCA CCTCCGTTAG CCTCCCCCAT CTC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
GAGAATTCCG GAGGCGGTGG CTCCCGTCCT ATCGTA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
GAGGATCCGT TTGACGGAAG CGACAGTA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 14 acides amines 

(B) TYPE: acides amines 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Giy Gly Gly 
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REVENDICATIONre 

1. Composition pour la delivrance et la production in vivo d'une combinaison 
d'enzymes, comprenant 

- un premier acide nucleique codant pour une enzyme capable de 
phosphoryler un analogue de nucleoside, pour generer un analogue 
monophosphate, 

- un deuxieme acide nucleique codant pour une enzyme capable de 
phosphoryler ledit analogue monophosphate, pour generer un analogue 
diphosphate, et, 

- un troisieme acide nucleique codant pour une enzyme capable de 
phosphoryler ledit analogue diphosphate, pour generer un analogue 
triphosphate toxique. 

2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que le premier acide 
nucleique code pour une thymidine kinase. 

3. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que le deuxieme acide 
nucleique code pour une guanylate kinase. 

4. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que le troisieme acide 
nucleique code pour une nucleoside diphosphate kinase. 

5. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que les acides 
nudeiques sont portes par un meme vecteur. 
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6. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que les acides 
nuclciques sont partes par plusieurs vecteurs. 

7. Composition selon la revendication 5 ou 6 caracterisee en ce que les vecteurs 
sont des vecteurs plasmidiques ou viraux. 

5 8. Composition comprenant un acide nucleique codant pour une thymidine 
kinase et un second acide nucleique codant pour une nucleoside diphosphate 
kinase. 

9. Composition selon la revendication 8 caracterisee en ce que la nucleoside 
diphosphate kinase est d'origine eucaryote non-humaine. 

10 10. Composition selon la revendication 9 caracterisee en ce que la nucleoside 
diphosphate kinase est choisie parmi la NDPK de levure ou de boeuf. 

11. Composition selon la revendication 10 caracterisee en ce que 1'acide 
nucleique codant pour la thymidine kinase et 1'acide nucleique codant pour la 
nucleoside diphosphate kinase sont couples et codent pour une proteine portant 

15 a la fois les activites TK et NDPK. 

12. Composition selon la revendication 8 comprenant en outre un acide 
nucleique codant pour une guanylate kinase. 

13. Composition selon la revendication 12 caracterisee en ce que 1'acide 
nucleique code pour une guanylate kinase de levure. 

20 14. Composition comprenant un acide nucleique codant pour une thymidine 
kinase ct un second acide nucleique codant pour une guanylate kinase non 
humainc. 
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15. Composition selon la revendication 14 caracterisee en ce que la guanylate 
kinase est d'origine levure. 

16. Composition selon la revendication 15 caracterisee en ce que 1'acide 
nucleique codant pour la thymidine kinase et 1'acide nudeique codant pour la 

5 guanylate kinase sont couples et codent pour une proteine portant a la fois les 
activates TK et GUK. 

17. Composition selon l'une des revendications 1 a 16 caracterisee en ce que la 
thymidine kinase est d'origine virale. 



10 



18. Vecteur comprenant: 

- un premier acide nucleique codant pour une thymidine kinase, et, 

- un deuxieme acide nucleique codant pour une guanylate kinase non- 
humaine. 

19. Vecteur comprenant: 

- un premier acide nucleique codant pour une thymidine kinase, et, 

- un deuxieme acide nucleique codant pour une nucleoside diphosphate 
kinase. 

20. Vecteur selon la revendication 19 caracterise en ce que la nucleoside 
diphosphate kinase est d'origine eucaryote non-humaine, de preference bovine 
ou levure. 

20 21. Vecteur selon la revendication 19 ou 20 caracterise en ce qu'il comprend en 
outre un acide nucleique codant pour une guanylate kinase. 
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22. Vecteur selon 1'une des revendications 18 a 21 caracterise en ce que la 
thymidine kinase est d'origine virale. 

23. Vecteur selon les revendications 18 a 22 caracterise en ce que les differents 
acides nucleiques sont places sous le controle de promoteurs disctincts. 

5 24. Vecteur selon les revendications 18 a 22 caracterise en ce que les differents 
acides nucleiques forment une unite polycistronique sous le controle d'un 
promoteur unique. 

25. Vecteur selon les revendications 18, 22 et 24 comprenant un premier acide 
nucleique codant pour une thymidine kinase d'origine virale et un deuxieme 

10 acide nucleique codant pour une guanylate kinase non-humaine, lesdits acides 
nucleiques etant couplfes et codant pour une proteine portant £ la fois 1'activitE 
TK et GUK. 

26. Vecteur selon les revendications 18 a 25 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
vecteur plasmidique ou viral. 

15 27. Composition comprenant 

. une combinaison d'enzymes capables de triphosphoryler un analogue 
de nucleoside, et 

. ledit analogue de nucleoside, 

en vue d'une administration simultanee, separfee, ou etalee dans le temps. 

20 28. Composition pour la production in vivo d'un analogue de nucleoside 
triphosphate comprenant, conditionnes separement ou ensemble : 
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- un analogue de nucleoside 

- un acide nucleique codant pour une thymidine kinase 

- un acide nucleique codant pour une guanylate kinase, et, 

- un acide nucleique codant pour une nucleoside diphosphate kinase. 

29. Composition pour la production in vivo d'un analogue de nucleoside 
triphosphate comprenant, conditionnes separement ou ensemble : 

- un analogue de nucleoside 

- un acide nucleique codant pour une thymidine kinase, et 

- un acide nucleique codant pour une nucleoside diphosphate kinase. 

30. Composition selon les revendications 27 a 29 caracterisee en ce que 
1'analogue de nucleoside est un analogue de guanosine. 

31. Composition selon la revendication 30 caracterisee en ce que 1'analogue de 
guanosine est choisi parmi le ganciclovir, l'acyclovir et le penciclovir. 

32. Composition comprenant une combinaison d'enzymes impliquees dans la 
phosphorylation de nucleosides, Tune au moins de ces enzymes etant d'origine 
eucaryote non-humaine. 

33. Methode pour la destruction de cellules proliferatives comprenant 
1'administration auxdites cellules d'une combinaison d'enzymes comprenant 
une TK et une NDPK et d'un analogue de nucleoside. 
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34. Methode selon la revendication 33 caracterisee en ce que la combinaison 
comprend en outre une guanylate kinase. 

35. Methode pour la destruction de cellules proliferatives comprenant 
l'administration auxdites cellules d'une combinaison d'enzymes comprenant 

5 une TK et une GMPK non-humaine et d'un analogue de nucleoside 

36. Methode selon les revendications 33 a 35 caracterisee en ce que 1'analogue de 
nucleoside est un analogue de guanosine. 

37. Methode selon la revendication 36 caracterisee en ce que 1'analogue de 
guanosine est choisi parmi le ganciclovir, lacyclovir et le penciclovir. 

10 38. Methode selon les revendications 33 a 37 caracterisee en ce que les enzymes 
sont administrees aux cellules par administration d'acides nucleiques codant 
pour lesdites enzymes. 

39. Procede de triphosphorylation d'un analogue de nucleoside comprenant la 
mise en presence dudit analogue avec une combinaison d'enzymes, l'une au 

15 moins d'entre elles etant d'origine levure. 

40. Utilisation de la nucleoside diphosphate kinase ou d'un acide nucleique 
codant pour celle-ci, en combinaison avec une thymidine kinase ou un acide 
nucleique codant pour une thymidine kinase et un analogue de nucleoside, pour 
la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a la destruction des 

20 cellules proliferatives. 



41. Acide nucleique codant pour une proteine de couplage entre une thymidine 
kinase d'origine virale et une guanylate kinase. 
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42. Acide nudeique selon la revendication 41 caracterise en ce que la guanylate 
kinase est d'origine levure. 

43. Acide nudeique codant pour une proteine de couplage entre une thymidine 
kinase d'origine virale et une nudeoside diphosphate kinase. 

44. Proteine codee par un adde nudeique selon les revendications 41 a 43. 
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